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RESUMEN (MSx. 150 palabras) 
MEDIO DE CULTIVO DE CELULAS MADRE-PROGENITORAS AUT6LOGAS HUMANAS Y SUS 
APLICACIONES. 

El medio de cultivo autologo de cilulas madre-progenitoras autologas humanas comprende: entre 0,1% y 
90% en peso de suero humano autologo; entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de heparina; entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de 
protamina; y un medio de cultivo con nutrientes basicos con o sin glutamina, en cantidad suficiente hast a el 
100% en peso, y es util para cultivar y expandir celulas madre-progenitoras autologas humanas. 
Composiciones conteniendo dichas celulas pueden ser implantadas en el paciente mediante un 
procedimiento de cardiomioplastia celular autologa para crear, regenerar y reparar tejido miocdrdico 
disfuncional. 
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CAMPO DE LA ESVENCI6N 

La invenci6n se relaciona, en general, con la obtenci6n y manipulaci6n de c61ulas 
madre-progenitoras aut61ogas humanas bajo condiciones que permiten su empleo en terapia 
celular. En particular, la invenci6n se refiere a un medio de cultivo aut61ogo para el cultivo 
de dichas celulas y a su empleo en el cultivo y expansi6n de dichas celulas asi como a 
composiciones que las contienen. 



ANTECEDENTES DE LA INVENCl6N 

Uno de los mayores retos para la investigacidn biomedica radica en desarroUar 
estrategias terapeuticas que permitan reemplazar o reparar las celulas o tejidos dafiados o 
destruidos en las enfermedades mas devastadoras o discapacitantes: enfermedades 
15 neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer), diabetes, enfermedades musculares y 
cardiacas, insuficiencia hepatica, etc. 

Una de las estrategias terapeuticas mas prometedoras es la Terapia Celular, 
fundamentada en el hecho comprobado de que es posible disponer de c61ulas, mis o menos 
indiferenciadas, capaces de dividirse generando c61ulas diferenciadas funcionales, y, en 
20 algunos casos, incluso de regenerarse. Entre estas se incluyen las celulas madre y las 
celulas progenitoras/precursoras, que, en su conjunto, seran denominadas c61ulas madre- 
progenitoras. Estas c61ulas pueden encontrarse en el embrion e incluso en tejidos adultos. 
La terapia celular consiste, por tanto, en el trasplante o implante en el paciente de una 
cantidad de celulas madre-progenitoras suficiente para reparar y restaurar la funcionalidad 

25 de un 6rgano daflado. 

Una de las formas de terapia celular propuestas esta basada en el empleo de celulas- 
madre progenitoras procedentes del adulto, obtenidas de un animal (celulas xenogenicas), 
de un donante (celulas alogenicas), u obtenidas del propio paciente (celulas autologas). El 
uso de celulas madre-progenitoras aut61ogas estaria libre de algunos de los inconvenientes 

30 de las otras formas de terapia celular, tales como escasez de donantes, necesidad de 
tratamiento inmunosupresor para evitar el rechazo por el paciente, asi como de los 
condicionantes 6ticos asociados con el uso de c61ulas embrionarias. 
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Sin embargo, para que la terapia celular se convierta en una realidad es necesario 
desarrollar un mayor conocimiento sobre curies son las celulas id6neas en cada caso y 
c6mo identificarlas, y tambi6n desarrollar procedimientos para una adecuada manipulaci6n 
de las c61ulas madre-progenitoras que las haga id6neas para su uso clinico. 

5 La cardiomioplastia (CMP) celular aut61oga es un ejemplo concreto de terapia 

celular para el tratamiento de enfermedades cardiacas (isquemia congestiva, insuficiencia 
cardiaca, etc.). Una descripci6n general actualizada puede encontrarse en Curr. Control. 
Trials Cardiovasc Med. 2001; 2:208-210 (D.A. Taylor). Procedimientos y composiciones 
para el aislamiento, cultivo, expansi6n y empleo de diferentes celulas madre-progenitoras 

10 utiles en CMP celular pueden encontrarse en US5130141, WO/0107568, WO/0194555, 
WO79854301, US2001/0038837 y US5543318. 

COMPENDIO DE LA INVENCION 

La invention se enfrenta, en general, con el problema de proporcionar c61ulas 
15 madre-progenitoras autologas humanas, adecuadas para su empleo en terapia celular, y, en 
particular, con el problema de proporcionar un procedimiento para una adecuada 
manipulation de las c61ulas madre-progenitoras que las haga idoneas para su uso clinico, 
incluyendo procedimientos espetificos para su obtenci6n, cultivo, purification y 
expansion. 

20 La soluci6n proporcionada por esta invenci6n se basa en el hecho de que los 

inventores han observado que el empleo de un medio de cultivo autologo, que comprende 
suero autologo humano y nutrientes, junto con un anticoagulante y un agente para revertir 
la anticoagulation, permite el cultivo in vitro, la purification y expansion de celulas madre- 
progenitoras aut61ogas humanas, las cuales pueden ser utilizadas en la elaboration de 

25 composiciones farmaceuticas para el tratamiento de diversas patologfas mediante terapia 
celular. 

La invenci6n se ilustra mediante la obtenci6n de un medio de cultivo autologo, que 
comprende nutrientes, suero aut61ogo humano, heparina y protamina, y su empleo en el 
cultivo in vitro, purification y expansion de celulas madre-progenitoras musculares 
30 aut61ogas humanas utiles para la elaboraci6n de composiciones farmacduticas adecuadas 
para el tratamiento de cardiomiopatias tanto isqu&nicas como idiop&ticas mediante CMP 
celular aut61oga. 

Un aspecto de esta invenci6n se relaciona con un medio de cultivo de c61ulas 
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madre-progenitoras aut61ogas humanas que comprende suero humano autologo y 
nutrientes, junto con un anticoagulante y un agente para revertir la anticoagulaci6n. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un m6todo para la preparaci6n de 
dicho medio de cultivo de c61ulas madre-progenitoras autdlogas humanas. En una 
realizaci6n particular, el suero humano aut61ogo presente en dicho medio de cultivo ha 
sido obtenido por plasmaferesis. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de dicho medio de cultivo 
para el cultivo in vitro, purificaci6n y expansi6n de c£lulas madre-progenitoras aut61ogas 
humanas. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un m6todo para la obtenci6n de una 
composici6n de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas, que comprende incubar 
dichas c61ulas madre-progenitoras autologas humanas en dicho medio de cultivo y 
purificar las c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas obtenidas. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un metodo para la obtenci6n de una 
composition de celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas, utiles para su 
empleo en terapia celular, que comprende incubar dichas celulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas humanas en dicho medio de cultivo y purificar las celulas madre- 
progenitoras musculares autologas humanas obtenidas. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una composition enriquecida en 
cSlulas madre-progenitoras musculares autologas humanas. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una composici6n farmacSutica que 
comprende celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas, junto con uno o 
m&s excipientes farmaceuticamente aceptables. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un metodo terapeutico de CMP 
celular autologa para crear, regenerar y reparar tejido miocardico disfuncional mediante el 
implante de una composition farmaceutica que comprende c61ulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas, regeneradoras de tejido cardiaco, expandidas y mantenidas ex vivo 
en un medio de cultivo autologo. 



DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCI6N 

1. Medio de cultivo aut61ogo 

En un primer aspecto, la presente invenci6n se relaciona con un medio de cultivo 
autologo de c61ulas madre-progenitoras autologas humanas, en adelante "medio de cultivo 
autologo de la invention", que comprende: 

a) entre 0,1% y 90% en peso de suero humano autologo; 

b) entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de heparina; 

c) entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de protamina; y 

d) un medio de cultivo con nutrientes basicos con o sin glutamina, en cantidad 
suficiente hasta el 100% en peso. 

El medio de cultivo autologo de la invenci6n es un medio de cultivo completo 
elaborado a partir de suero humano autologo obtenido del propio paciente objeto del 
posterior implante de las celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas. El suero humano 
autologo, si se desea, puede ser sometido a un tratamiento convencional, por ejemplo, 
tratamiento termico, con el fin de inactivar el complemento. 

El suero aut61ogo humano puede ser obtenido del propio paciente objeto del 
posterior implante de las c61ulas madre-progenitoras autologas humanas mediante 
cualquier metodo convencional, por ejemplo, a partir de muestras sangufneas del paciente 
o bien, preferentemente, mediante la realizaci6n de una plasmaferesis a dicho paciente. En 
una realization particular de esta invenci6n, la plasmaferesis se realiza utilizando heparina 
como anticoagulante y sulfato de protamina para revertir la anticoagulation. Como es 
conocido, las plasmaf6resis se realizan utilizando, habitualmente, ACD (solution 
Anticoagulante-Citrato-Dextrosa) [por ejemplo, para 1 litro de agua se anade icido citrico 
monohidrato (8 g), citrato (22 g) y glucosa monohidrato (24,5 g)] como anticoagulante. 
Este anticoagulante aporta quelante del calcio por lo que para revertir el efecto del ACD y 
obtener suero a partir de la plasmaferesis es necesario anadir calcio lo cual interfiere 
posteriormente en el cultivo celular. La realization de una plasmaferesis permite obtener 
un suministro de suero significativamente elevado, superior al obtenido a partir de 
muestras sanguineas del paciente, puesto que en la plasmaferesis no hay perdida de sangre 
del paciente, lo que supone un beneficio importante para el paciente. Adem&s, la 
utilization del suero obtenido mediante plasmaferesis con heparina y protamina posibilita 
su utilizaci6n en el medio de cultivo sin problemas posteriores en el cultivo celular. 



El medio de cultivo aut61ogo de la invention contiene los nutrientes bdsicos y, 
opcionalmente, glutamina. Existen medios comercialmente disponibles que aportan los 
nutrientes necesarios para el cultivo celular. En principio, cualquier medio que proporcione 
los nutrientes adecuados para el cultivo celular puede ser utilizado en la presente 
invenci6n. En una realizaci6n particular, los nutrientes son aportados por el medio HAM 
F12[GIBCO BRL]. 

En una realizaci6n particular, el medio de cultivo autologo de la invenci6n 
contiene, ademds, un antibiotico. Pricticamente cualquier antibiotico podria ser utilizado 
en la presente invencion. En una realizaci6n particular, el medio de cultivo aut61ogo de la 
invenci6n comprende un antibi6tico seleccionado entre penicilina, estreptomicina, 
gentamicina y sus mezclas. Asimismo, el medio de cultivo autologo de la invenci6n 
tambi6n puede contener, si se desea, un agente antifungico, por ejemplo, anfotericina B, 
y/o un factor de crecimiento, por ejemplo, un factor de crecimiento de fibroblastos tal 
como el factor de crecimiento fibroblastico basico humano (bFGF) nativo o recombinante. 

En una realization particular, el medio de cultivo autologo de la invencion 
comprende: 

89% en peso de medio HAM-F12; 

10% de suero humano aut61ogo del paciente; 

heparina 0,1-10.000 UI/mL; 

protamina 0,1 a 10.000 UI/mL; y 

1% de penicilina/estreptomicina y, opcionalmente, 

0,25 mg/ml de anfotericina B y/o 

0,1 a 250 pg/ml de bFGF recombinante. 

2. Metodo para la preparation del medio de cultivo aut61ogo de la invencion 
En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un metodo para la preparaci6n del 
medio de cultivo de c61ulas madre-progenitoras autologas humanas proporcionado por esta 
invenci6n, que comprende mezclar y homogeneizar los distintos componentes del mismo. 

Ventajosamente, dicho suero humano aut61ogo se obtiene por plasmaferesis, tal 
como se ha mencionado previamente, utilizando heparina como anticoagulante para 
obtener plasma y protamina para revertir la anticoagulaci6n y obtener el suero. De esta 
manera, el suero humano aut61ogo obtenido ya contiene la heparina y protamina. 



3 - Empleo del medio de cul tivo autelopo de la inv^ri*™ 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con el empleo del medio de cultivo 
aut61ogo de la invenci6n para el cultivo in vitro, purificaci6n y expansi6n de celulas 
madre-progenitoras aut61ogas humanas. 

El empleo de suero aut61ogo humano en un medio de cultivo para la expansi6n de 
celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas presenta numerosas ventajas, por ejemplo, 
la expansion celular puede realizarse en cualquier parte del mundo, sin el riesgo de 
contaminacion con priones, virus o zoonosis inherente a las t6cnicas tradicionales de 
cultivo celular que utilizan suero bovino fetal para el crecimiento celular. El empleo de 
suero autologo humano en cultivos de celulas humanas en lugar de suero bovino presenta 
numerosas ventajas ya que (i) evita la reacci6n antigeno-anticuerpo, (ii) evita las 
reacciones inflamatorias causadas por protefnas heterology; y (iii) evita la destruccion 
celular como consecuencia de los repetidos lavados que necesitan las c61ulas cultivadas en 
suero bovino antes de su administraci6n a los seres humanos. De hecho, la experiencia 
clmica actual, con CMP celular autologa ha demostrado la presencia de arritmias 
ventriculares malignas en pacientes 2 semanas despues de la terapia con celulas cultivadas 
en suero bovino complicaci6n que, en el 40% de los casos, ha requerido el implante de 
desfibriladores. 



4 - M6todo para la preparaci6Ti de una comp o S ici6n de cjlulas madre-r>rop en itnr a c 
aut61oeas humanas 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un metodo para la preparacion de una 
composici6n de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas, que comprende incubar 
dichas celulas madre-progenitoras autologas humanas en el medio de cultivo aut61ogo de la 
invenci6n y purificar las celulas madre-progenitoras autelogas humanas obtenidas. 

Prdcticamente cualquier celula madre-progenitora autologa humana puede ser 
cultivada y expandida en el medio de cultivo aut61ogo de la invenci6n, adaptando en cada 
caso las condiciones del medio y del cultivo al tipo celular concrete. No obstante, en una 
realizaci6n particular, que se describira con detalle en el siguiente apartado, dichas c61ulas 
madre-progenitoras autologas humanas son celulas madre-progenitoras musculares 
autelogas humanas. 
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Las celulas madre-progenitoras autologas humanas pueden obtenerse mediante la 
realizaci6n de una biopsia en el propio paciente objeto del posterior implante de tales 
c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas. 

La incubaci6n de las celulas madre-progenitoras autdlogas humanas en el medio de 
cultivo aut61ogo de la invenci6n se realiza mediante condiciones que permiten el 
crecimiento y divisi6n celular. 

La purification de las celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas obtenidas 
puede realizarse por cualquier metodo convencional. En una realizacion particular, la 
purificaci6n de dichas celulas madre-progenitoras autologas humanas consiste en una 
inmunopurificacion y se realiza mediante el empleo de anticuerpos especificos y selectivos 
para dichas celulas madre-progenitoras autologas humanas, que permiten la identification 
de antigenos extracelulares caracteristicos de dichas c61ulas madre-progenitoras aut61ogas 
humanas. Ventajosamente, dichos anticuerpos especificos y selectivos para dichas celulas 
madre-progenitoras autologas humanas estan unidos a microesferas magneticas para 
purificar y enriquecer las celulas madre-progenitoras autologas humanas mediante un 
clasificador celular magnetico. 

Las c61ulas madre-progenitoras autologas humanas, obtenidas segun el 
procedimiento previamente descrito, pueden presentarse en forma de composiciones 
farmaceuticas, y pueden ser utilizadas en terapia genica. 

5. Metodo para la obtencion de c61ulas madre-progenitoras musculares autologas 
humanas 

Como se ha mencionado previamente, en una realizacion particular y preferida de 
esta invenci6n, las celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas son celulas madre- 
progenitoras musculares (o c61ulas miog6nicas) autologas humanas. 

Por tanto, en otro aspecto, la invenci6n se relacioha con un metodo para la 
obtencion de celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas, adecuadas para su 
empleo en terapia celular, que comprende incubar dichas celulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas humanas en dicho medio de cultivo y purificar las celulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas obtenidas. 

Las c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas pueden obtenerse 
mediante la realizacion de una biopsia en el propio paciente objeto del posterior implante 
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de tales c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas, en particular, una 
biopsia de musculo esquel&ico. 

Estudios previos pusieron de manifiesto que la administration al paciente, anterior 
a la realizaci6n de la biopsia, en la zona de la biopsia, de una composici6n farmaceutica 
5 que comprende un agente farmacologico que estimula la proliferacion de las celulas 
madre-progenitoras musculares autologas humanas permite incrementar el numero de 
dichas cdlulas al inicio del cultivo. En una realizaci6n particular, este 
preacondicionamiento se realiza mediante la administracion al paciente, antes de realizar la 
biopsia de musculo esquetetico, generalmente en un periodo de tiempo comprendido entre 

10 2 dias y 15 minutos antes de realizar dicha biopsia, por via intramuscular, en la zona donde 
se va a realizar tal biopsia, de una composition farmac6utica que comprende dicho agente 
farmacologico que estimula la proliferaci6n celular. En una realization particular, dicho 
agente farmacologico es un anest6sico local, tal como lidocaina o bupivacaina, que 
estimula la proliferacion de los mioblastos, lo que se traduce posteriormente en un mayor 

15 rendimiento del cultivo celular. 

Mediante la biopsia de musculo esquel6tico se recoge una muestra de tejido 
muscular que se somete a un tratamiento convencional para digerir las fibras musculares 
tal como se describe posteriormente con mas detalle. La suspension celular resultante se 
cultiva en el medio de cultivo autologo de la invenci6n. En general, la muestra extraida 

20 mediante la biopsia muscular contiene distintos tipos de tejidos, tales como adipocitos, 
fibroblastos, progenitores mesenquimales, c61ulas hematopoy6ticas, fibras musculares, 
tejido vascular (endotelio, musculo liso) y, obviamente, mioblastos y celulas satelite. 
Tipicamente, el contenido inicial en c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas presentes en la muestra de tejido esqueletico extraida mediante la biopsia, 

25 definidas como CD56+/CD45- es inferior al 10%. Asimismo, existe tambien un pequeno 
porcentaje de c61ulas madre (celulas satelite) de muy dificil identificaci6n que son las que 
se reproducen y diferencian hacia celulas musculares que expresan el antfgeno CD56 y que 
serian progenitores musculares. Como es conocido, el proceso de diferenciaci6n de este 
tipo celular comprende el paso de c61ula satelite a mioblasto, luego a miocito inmaduro, a 

30 continuaci6n a miocito maduro y, finalmente a miofibra. Los progenitores musculares 
serian los mioblastos y los miocitos (maduros e inmaduros), que pueden ser identificados 
por la presencia del antigeno CD56, la expresi6n intracitoplasm&tica de desmina y la 
ausencia del antigeno CD45 (es decir, presentan un fenotipo CD56+/desmina+/CD54-). 



* • 
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Durante el cultivo celular se produce una proliferaci6n de c^lulas sat<§lite y mioblastos que 
se diferencian hasta, como mucho, miocitos. Por tanto, tras la incubacion y expansi6n 
celular, en el medio de cultivo se acumulan mioblastos y miocitos (maduros e imnaduros) 
que son utilizados en la elaboraci6n de una composici6n farmaceutica para inyectar celulas 
madre-progenitoras musculares autologas humanas en el paciente y que, una vez 
inyectados, terminan su proceso de diferenciaci6n en el propio paciente transformandose 
en fibras musculares o miofibras y desarrollando su funci6n. 

La incubacidn de las celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas en 
el medio de cultivo aut61ogo de la invenci6n se realiza mediante condiciones que permiten 
la expansi6n (crecimiento y divisi6n) celular. 

La purificaci6n de las celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas 
obtenidas puede realizarse por cualquier metodo convencional. En una realizaci6n 
particular, la purification de dichas celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas comprende el empleo de anticuerpos especificos y selectivos para dichas c61ulas 
madre-progenitoras musculares autologas humanas, que permiten la identification de 
antlgenos extracelulares caracteristicos de dichas celulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas, por ejemplo, anticuerpos anti-CD56 humano (CD56 es un antigeno 
extracelular caracteristico de celulas de musculo esqueletico) en ausencia del antigeno 
especifico de c61ulas hematopoy&icas CD45 (es decir, se seleccionan las celulas que 
manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-). Ventajosamente, dichos anticuerpos estan unidos 
a microesferas magneticas para purificar y enriquecer las celulas madre-progenitoras 
musculares autologas humanas mediante un clasificador celular magnetico. En otra 
realization particular, el cultivo celular se somete a un paso previo de pre-siembra (pre- 
plating) con el fin de sedimentar los fibroblastos antes de proceder a identificar y separar 
las c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas. En este caso, la purificaci6n 
de las celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas comprende someter al 
cultivo celular a un paso de pre-siembra con el fin de sedimentar la totalidad o parte de los 
fibroblastos presentes en dicho cultivo celular y, posteriormente, identificar y separar las 
celulas madre-progenitoras musculares autdlogas humanas mediante el empleo de 
anticuerpos anti-CD56 humano, opcionalmente, unidos a microesferas magneticas, y la 
selecci6n de las c61ulas que manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-. 
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* La composici6n que comprende cftulas madre-progenitoras musculares autologas 
humanas obtenible segtin el metodo descrito previamente constituye un aspecto adicional 
de esta invenci6n. 

Alternativamente, la invention proporciona un procedimiento para la obtenci6n de 
c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas, a partir de una biopsia de tejido 
de musculo esqueletico, para la preparation de una composition farmaceutica, que 
comprende: 

a) la realizaci6n de una biopsia en un paciente objeto del posterior implante 
de celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas para 
extraer un fragmento de tejido de musculo esqueletico que comprende 
celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas; 

b) el cultivo de dichas celulas madre-progenitoras musculares autologas 
humanas procedentes del musculo esqueletico en el medio de cultivo 
autologo de la invention, bajo condiciones que permiten la expansion de 
dichas c&ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
cultivadas; 

c) la purification de dichas c<§lulas madre-progenitoras musculares 
autologas humanas cultivadas; y 

d) la recoleccion de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares autologas 
humanas purificadas; y, opcionalmente, 

e) la congelation de dichas celulas madre-progenitoras musculares 
autologas humanas purificadas hasta la preparaci6n de dicha composition 
farmaceutica. 

Como se ha mencionado previamente, la administraci6n local al paciente, en un 
periodo de tiempo comprendido entre 2 dias y 15 minutos antes de realizar la biopsia 
muscular, en la zona de la biopsia, de lidocalna o bupivacaina estimula la proliferation de 
las c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas y permite aumentar el 
niimero de dichas celulas al initio del cultivo. 




El cultivo de las celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
procedentes del musculo esquetetico en el medio de cultivo aut61ogo de la invention, bajo 
condiciones que permiten la expansion de dichas c&ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas cultivadas, incluye la realizaci6n de una serie de tratamientos previos 
5 conventional, por ejemplo, lavado, eliminaci6n del tejido adiposo, desmenuzamiento del 
musculo, disociaci6n enzimatica, filtraci6n y recogida de las c61ulas mediante, por 
ejemplo, mediante sedimentation. En general, tras la digesti6n enzim&tica de las fibras 
musculares se obtiene una suspension celular que contiene gran cantidad de detritus 
celulares. Tras los pases de cultivo se eliminan los restos de celulas y fibras y se enriquece 

10 en celulas madre-progenitoras musculares. 

La purification de las c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
cultivadas persigue, entre otros, el objetivo de obtener composiciones enriquecidas en 
celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas sustancialmente exentas de 
fibroblastos. Para ello, el cultivo celular puede ser sometido a un primer paso de pre- 

15 siembra (pre-plating), mediante la que sedimentan los fibroblastos de forma mas r&pida 
que los mioblastos o celulas satelites, y a un proceso posterior de identification y 
separaci6n de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares autologas mediante cualquier 
metodo convencional, por ejemplo, mediante el empleo de anticuerpos espetificos y 
selectivos para dichas c61ulas que permiten la identification de antigenos extracelulares 

20 caracteristicos de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, tal 
como anticuerpos anti-CD56 humano en ausencia de expresion de CD45. Ventajosamente, 
dichos anticuerpos estan unidos a unas microesferas magneticas. 

Finalmente, las celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas 
purificadas se recolectan y, si se desea, en caso de que no vayan a ser utilizadas 

25 inmediatamente, se congelan hasta la preparaci6n de dicha composici6n farmaceutica. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una composicidn enriquecida en 
c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas que comprende una cantidad 
significativamente elevada de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares autologas 
humanas y un medio de cultivo aut61ogo de la invenci6n. Como es conocido, la 

30 concentraci6n de celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas en la 
composici6n es muy importante ya que si la concentraci6n de dichas celulas es inferior a 
un determinado valor, la eficacia de dicha composici6n disminuye ostensiblemente. 
Aunque se han descrito en modelos animales composiciones con concentraciones elevadas 
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de celulas madre-progenitoras, las concentraciones obtenidas con celulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas son, en general, del 50% aproximadamente. 
Sin embargo, una de las caracteristicas de la presente invenci6n radica en la posibilidad de 
obtener composiciones de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas con una 
concentracidn en dichas celulas igual o superior al 70%, preferentemente, igual o superior 
al 80%, mas preferentemente, igual o superior al 90%, debido a la posibilidad de 
enriquecer la composicion mediante la purificacidn de las c61ulas madre-progenitoras 
musculares autologas humanas, por ejemplo, mediante la inmunopurificacion de celulas 
CD56+/CD45-. El metodo de obtencion de dicha composicion que comprende celulas 
madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, que comprende un tratamiento previo 
de purificaci6n, permite garantizar que la concentraci6n de celulas madre-progenitoras 
musculares en la composici6n es siempre igual o superior al 70%. 

De esta manera, la invenci6n satisface, ademas, una necesidad demandada por los 
procedimientos de CMP celular autologa consistente en obtener niveles muy altos de 
celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas (mioblastos y miocitos) 
evitando la presencia de otros tipos celulares indeseables, por ejemplo, fibroblastos. Dicha 
composici6n enriquecida de celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
puede ser obtenida, tal como se ha mencionado previamente, mediante un primer paso de 
pre-siembra y un proceso posterior de identificaci6n y separaci6n de dichas c61ulas, que 
presentan un fenotipo CD56+/CD45-, mediante anticuerpos que especificamente 
reconocen dichas celulas madre-progemtoras musculares autdlogas humanas, 
opcionalmente vmidos a microesferas magneticas. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una composici6n farmaceutica que 
comprende c61ulas madre-progenitoras musculares autdlogas humanas, junto con, al 
menos, un excipiente farmaceuticamente aceptable. En una realization particular, dicha 
composici6n farmac6utica es adecuada para su administraci6n por via parenteral. En 
principio, cualquier excipiente farmac6uticamente aceptable capaz de vehiculizar las 
celulas madre-progenitoras musculares autdlogas humanas puede ser utilizado en la 
presente invention. En una realizaci6n particular, dicha composici6n farmaceutica 
comprende albumina que se utiliza como excipiente para resuspender las celulas madre- 
progenitoras musculares autdlogas humanas. 

Tal como se utiliza en la presente invenci6n el termino "composici6n farmac6utica" 
se refiere a una composici6n de celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 




preparada para su uso terap6utico en un implante celular, que comprende, al menos, 20 
millones de celulas por ml, con una densidad celular de, al menos, 50 millones de 
c61ulas/ml y, al menos, 40% de c&ulas madre-progenitoras autologas CD56+/CD45-, 
medio de cultivo aut61ogo de la invention, y, al menos, un excipiente farmac&iticamente 
5 aceptable. En una realization particular, dicha composition farmaceutica comprende entre 
20 y 200 millones de c61ulas por ml, con una densidad celular comprendida entre 50 y 70 
millones de c61ulas/ml y, una pureza de celulas madre-progenitoras autologas 
CD56+/CD45-, medio de cultivo autologo de la invenci6n, y, albumina humana en una 
cantidad comprendida entre 0,1% y 20% en peso respecto al total. 
0 Las cSlulas madre-progenitoras musculares autologas humanas, obtenidas segun el 

procedimiento previamente descrito, asi como las composiciones farmac6uticas que las 
contienen, pueden utilizarse en la elaboraci6n de una composici6n farmaceutica: 
para la reparation y/o reconstitucion de tejido muscular cardiaco, y/o 
para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca post-isquemica, y/o 
15 para el tratamiento de la miocardiopatia dilatada y/o 

para el tratamiento de cardiomiopatla no isquemica. 

6. Procedimiento terap6utico 

En otro aspecto, la invention se relaciona con un procedimiento terap6utico de 
20 CMP celular aut61oga para crear, regenerar y reparar tejido miocardico disfuncional 
mediante el implante de una composici6n farmaceutica que comprende c61ulas madre- 
progenitoras musculares autologas humanas, debido a su capacidad de regenerar tejido 
cardiaco, expandidas y mantenidas ex vivo en un medio de cultivo aut61ogo; 
comprendiendo dicho procedimiento recoger una muestra de material procedente del 
25 cuerpo del paciente objeto del implante posterior que comprende celulas madre- 
progenitoras musculares autologas humanas, expandir dichas c61ulas mediante cultivo en 
un medio de cultivo aut61ogo proporcionado por esta invention e implantar las celulas 
madre-progenitoras autologas humanas recolectadas en el paciente al que previamente se le 
habia extraido dicho material conteniendo las celulas madre-progenitoras musculares 
30 aut61ogas. 

De forma m&s concreta, la invenci6n proporciona im procedimiento terap6utico de 
CMP celular autdloga para crear, regenerar y reparar tejido miocardico disfuncional 
mediante el implante de una composici6n farmaceutica que comprende c61ulas madre- 




progenitoras musculares autdlogas humanas, regeneradoras de tejido cardiaco, expandidas 
y mantenidas ex vivo en un medio de cultivo aut61ogo; y donde dicho procedimiento 
comprende los siguientes pasos: 

5 a) la toma al paciente de una biopsia de musculo esqueletico tomada de un 

musculo, preferentemente, preacondicionado mediante una inyeccion 
intramuscular de un anest6sico local, tal como lidocaina o bupivacaina; 

b) la preparaci6n de un medio de cultivo de las celulas madre-progenitoras 
10 aut61ogas humanas a partir de suero aut61ogo del paciente; 

c) la preparation de una composici6n enriquecida de celulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas a partir de la biopsia de a) y del medio de cultivo de b); 

15 d) la preparaci6n de una composicidn farmac6utica a partir de la composicion de 

c);y 

e) el implante de la composicion farmaceutica de celulas madre-progenitoras 
aut61ogas de d) en lesiones miocardicas. 

20 

Las c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas comprenden 
mioblastos y miocitos (maduros e inmaduros) y tienen la capacidad de regenerar tejido 
cardiaco cuando se implantan en el musculo cardiaco. 

Tal como se utiliza en la presente descripci6n el termino "lesiones miocardicas" 

25 hace referenda tanto a cardiomiopatfas isquemicas como idiop&ticas. En una aplicaci6n 
particular, el procedimiento de CMP celular autologa segun la presente invention se aplica 
a pacientes con una cardiomiopatfa isqu6rnica debida a un infarto de miocardio sin 
posibilidad de revascularizaci6n quinirgica o percut&nea, asi como a pacientes subsidiaries 
de revascularizaci6n cardiaca. El objetivo de esta CMP celular autdloga seria limitar la 

30 expansion del infarto, el remodelado cardiaco y la regeneraci6n del miocardio. La 
definici6n de cardiomiopatfa isqu6mica incluye a los pacientes con infarto del ventriculo 
derecho o del ventriculo izquierdo, en este ultimo caso con posibilidad de regurgitaci6n 
isqu&nica de la vdlvula mitral. En otra aplicacion particular, el procedimiento de CMP 




celular aut61oga segun la presente invention se aplica a pacientes con una cardiomiopatia 
idiop&tica dilatada. 

Entre los beneficios de la CMP celular se pueden citar la disminuctfn de fibrosis, la 
reducci6n del £rea de la cicatriz del infarto y la mejora de la elasticidad y propiedades de la 
5 pared ventricular (esenciales para restablecer la funcion diast61ica). 

En una realizaci6n particular, el implante de la composici6n farmaceutica de c61ulas 
madre-progenitoras aut61ogas de d) en lesiones miocirdicas se realiza mediante inyeccion 
directa. El t6rmino "implante mediante inyecci6n directa" tal como se utiliza en la presente 
invention hace referencia a una administraci6n epicdrdica o endovascular de la 

10 composition farmaceutica proporcionada por esta invention en pacientes con 
cardiomiopatias isqu&nicas o idiopaticas. En una realizaci6n particular, se realiza una 
administration epicardica o endovascular de la composici6n farmaceutica de la invenci6n 
en pacientes con cardiomiopatia isquemica distribuida de la siguiente forma: un 70% 
aproximadamente en el area periferica al infarto y tm 30% aproximadamente en la parte 

15 central de la cicatriz. La administration epicardica puede realizarse bien por exposici6n 
quirurgica conventional o bien por toracoscopia. En la aproximacion quirurgica 
(toraco/estemotomia ctesica o mini) el area isqu6mica queda bien expuesta permitiendo 
realizar las inyecciones de la composici6n terapeutica en la zona infartada y, 
mayoritariamente, en la zona que la circunda. La inyeccion de la composition farmaceutica 

20 conteniendo celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas proporcionada por 
esta invention tambien puede realizarse en la zona perilesional. Con esta distribution del 
implante propugnada en la presente invenci6n se consigue una mayor supervivencia de las 
celulas implantadas en la region periferica por la irrigation residual y la revascularization 
miocardica colateral existente y se evita en parte la elevada mortalidad celular que se 

25 observa en los implantes que se realizan en la cicatriz isqu&nica altamente fibrotica. 

En otra realizaci6n particular, el implante de la composici6n farmaceutica de 
celulas madre-progenitoras autologas de d) en lesiones mioc&rdicas se realiza mediante 
administration sist6mica o intracoronaria a traves de un acceso venoso percutaneo. 

En otra realizaci6n particular, el procedimiento de CMP celular autologa segiin la 

30 presente invenci6n se aplica a pacientes con una cardiomiopatia idiop&tica dilatada 
realizdndose multiples implantes de la composici6n farmaceutica proporcionada por la 
invenci6n entre las arterias coronarias en el miocardio de los dos ventriculos. 



En la actualidad se dispone de nuevos sistemas quirurgicos computerizados para su 
uso en cirugia cardiaca. La realizaci6n de puentes o by-pass coronarios asistidos 
robdticamente mediante acceso toracico se esta incrementando ya que pennite una 
recuperaci6n del paciente rapida y segura con un reducido riesgo de infecciones y un 
excelente resultado cosm6tico. En una realizaci6n particular, el implante se realiza 
mediante inyeccion directa transepicardica utilizando el mencionado sistema robotizado 
computerizado. En una realization concreta la aguja se inserta en el miocardio mediante un 
brazo de robot controlado mediante video, la jeringa se localiza fuera del torax y se conecta 
con la aguja mediante un tubo extensor de pequeno diametro. La ventaja de esta 
aproximacidn en pacientes con insuficiencia cardiaca es que el procedimiento terapeutico 
de CMP celular aut61oga puede realizarse de forma segura sin manipulaciones del corazon, 
evitando el riesgo de alteraci6n hemodinamica y fibrilaci6n ventricular. 

El efecto beneficioso de la CMP celular podria estar limitado por la tasa de 
mortalidad de las celulas inyectadas. Para resolver este problema, la invenci6n propone 
realizar inyecciones periodicas mediante procedimientos de implante percutaneo o 
quirurgicos de las celulas madre-progenitoras autologas de la presente invenci6n. Esta 
aproximacion pennitiria lograr el objetivo de la CMP, reduciendo progresivamente las 
areas infartadas o mejorando el miocardio patol6gico. Con este fin la invenci6n incluye la 
creaci6n de un banco personalizado de cada paciente de celulas madre-progenitoras 
autologas, originado a partir de celulas aisladas y congeladas durante el procedimiento de 
cultivo celular de cada individuo. A partir de las celulas madre-progenitoras autologas 
almacenadas pueden expandirse nuevos cultivos celulares para la preparaci6n de nuevas 
composiciones evitando nuevas biopsias o eliminaci6n de tejidos. 

El siguiente ejemplo sirve para ilustrar la invenci6n y no debe ser considerado en 
sentido limitativo de la misma. 



EJEMPLO 1 

En este ejemplo se describe la obtencidn y manipulacidn de celulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas para su empleo en un procedimiento de CMP 
celular aut61oga con el fin de revertir el tejido miocardico disfuncional dafiado en una 
estructura histol6gica viva capaz de generar presidn sist61ica y diast61ica. 




1.1 Biopsia de musculo esqueletico 

Un dia antes de proceder a realizar la biopsia quirurgica se inyecto al paciente, por 
via intramuscular, una soluci6n al 2% de lidocaina, en y alrededor del musculo del vasto 
lateral. La biopsia se realiza mediante una incisi6n de 5 cm en el vasto lateral, y, en 
5 condiciones esteriles, se extrae un fragmento de 2 a 3 cm 3 de musculo esqueldtico (unos 15 
g). Inmediatamente despues se fragmenta el tejido muscular extraido con unas tijeras, se 
introduce en medio de cultivo completo o en una solution de tampon fosfato (PBS) y se 
mantiene a 4°C. El procedimiento para el aislamiento y purification celular y su cultivo se 
debe comenzar lo antes posibles para garantizar la superviviencia celular. Las muestras se 
10 transportan al laboratorio de Biologia Celular en un contenedor apropiado y a baja 
temperatura. 

1.2 Prenaraci6n del medio de cultivo autologo 

A partir de muestras de sangre 

15 En un Centro de Transfusion de Sangre, se recoge sangre venosa del paciente. 

Mediante venipuntura se rellenan 50 tubos de 10 ml para recogida de suero. Despues de la 
sedimentation celular y precipitation de la fibrina, bajo cabina de flujo laminar se extrae el 
suero de cada tubo y se recoge en una bolsa de sangre vacia. Se toman muestras de suero 
para ensayos hematologicos y microbiologicos (bacterias y virus). La bolsa con el suero se 

20 congela a -80°C a la espera de recibir los resultados de los ensayos hematologicos y 
microbiol6gicos. 

Antes de preparar el medio de cultivo se inactiva el complemento del suero a 56°C 
durante 1 hora y se filtra. Parte del suero se combina con el medio de cultivo y se mantiene 
a 4°C, se calienta hasta 37°C y se filtra antes de anadir al firasco con el cultivo celular. El 
25 medio de cultivo final contiene un 10% de suero humano aut61ogo del paciente, 89% de 
medio HAM-F12 (G1BCO BRL, Cat. No. 21765), 1% de penicilina/estreptomicina, 
heparina (2 Ul/ml de suero obtenido), protamina (en forma de sulfato) (3 UI por ml de 
suero obtenido) y, opcionahnente, anfotericina B (0,25 mg/ml) y/o de 0,1 a 250 pg/ml de 
bFGF recombinants 

30 El suero humano restante se congela a -40°C a la espera de una nueva preparation 

de medio de cultivo. En cada preparacion de medio se inactiva nuevamente el 
complemento a 56°C durante 1 hora con filtrado posterior. 
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A partir de plasmaf6resis 

Inmediatamente antes de iniciar el procedimiento de plasmaf6resis se administra al 
paciente una dosis de 50 Ul/kg de hepaiina s6dica no fraccionada. El proceso de 
plasmaferesis se realiza segun el procedimiento de rutina previsto para el equipo empleado. 
5 Durante la plasmaferesis el anticoagulante estandar es sustituido por una soluci6n 
fisiol6gica de cloruro s6dico 0,9% con heparina como anticoagulante. El plasma se 
sustituye por albumina al 5%. El procedimiento se termina una vez obtenido el volumen de 
plasma necesario para la preparation del medio de cultivo autologo. Se calcula la cantidad 
de heparina en el plasma obtenido en funcion del volumen plasmdtico del paciente y se 
10 anade 1,5 UI de protamina por cada UI de heparina. Se mantiene asi hasta que se produce 
la coagulation del plasma. Entonces se extrae el suero y se distribuye en pequenas 
alicuotas que se congelan. Al igual que para el suero obtenido de muestras sangm'neas, 
tambten en este caso las muestras de suero se analizaron hematol6gica y 
microbiologicamente antes de ser utilizadas. 

15 

1.3 Aislamiento de las c&ulas satelite v expansion in vitro 

Todas las manipulaciones se realizan en condiciones asepticas y utilizando una 
cabina de flujo laminar. Los fragmentos de musculo esqueletico explantado se lavan con 
PBS. Con unas tijeras se elimina el tejido adiposo y con cuidado se desmenuza el musculo. 

20 Los fragmentos de musculo se lavan nuevamente con PBS hasta que el sobrenadante 
aparezca limpio. Se centrifuga durante 5 minutos a lOOg. El tejido se disocia mediante 2 
tratamientos enzim&ticos consecutivos: primero las celulas se incuban con colagenasa IA 
(1,5 mg/ml/g de tejido) y se dejan incubando durante 1 hora. Cada 10 minutos se agitan los 
tubos para favorecer mecanicamente la disociacion. Alternativamente, los tubos pueden 

25 colocarse en un incubador con agitaci6n reciprocante/orbital (ROSI) a 37°C. En segundo 
lugar se incuba durante 20 minutos con un 0,25% de tripsina 1 x EDTA (2 ml). A 
continuation se lavan las celulas (10 minutos a 300g) y para detener la reacci6n enzimatica 
se anade 1 ml del propio suero del paciente obtenido previamente. Se realiza una filtraci6n 
a traves de una malla 40 jam (cell stainer nylon). Con los fragmentos que hayan podido 

30 quedar en la malla se repite nuevamente el procedimiento de digesti6n. Finalmente las 
celulas del filtrado se recogen por sedimentaci6n (20 minutos a 300g) y el sobrenadante se 
desecha. 
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Las celulas se resuspenden en medio de cultivo complete fresco: 10% de suero 
humano autdlogo del paciente, 89% de medio HAM-F12 (GIBCO BRL, Cat. No. 21765), 
1% de penicilina/estreptomicina y, opcionalmente, anfotericina B (0,25 mg/ml), qui 
contiene, ademas, heparina (2 Ul/ml de suero obtenido) y protamina (en forma de sulfate) 
(3 UI por ml de suero obtenido), y se siembran en frascos para cultivo celular. A 
continuaci6n, los frascos se incuban durante 3 semanas a 37°C en una atm6sfera humeda y 
con 5% de C0 2 . Los frascos se colocan en el incubador sin gradiente de nivel para evitar 
una proliferaci6n celular irregular. Despu6s de un periodo de incubaci6n de 2 a 3 dias se 
renueva en el medio para eliminar las celulas sanguineas y las celulas muertas. Cuando se 
Uega a la sub-confluencia (50% de confluencia) se realiza un paso de los cultivos (fraccion 
1:5) para evitar la aparicion de diferenciacion miogenica a mayores densidades. A 
confluencias del 50% se requeriran multiples pasos del cultivo para prevenir que las 
celulas mononucleadas se diferencien en miotubos multinucleados. 

En cada paso de los cultivos, las celulas se cosechan por tripsinizaci6n (2 ml de 
0,25% tripsina-EDTA en cada frasco durante 1 a 5 minutos en el incubador). El 
desprendimiento completo de las celulas se comprueba observando al microscopic las 
celulas que flotan. Entonces se detiene la reacci6n mediante adici6n de medio de cultivo 
completo y la suspensi6n de celulas resultante se reparte en otros 5 frascos. En cada paso 
del proceso de cultivo celular se realizan controles para bacterias (ensayos de aerobios y 
anaerobios), virus y hongos. 

1.4 Eliminaci6n de fibroblastos 

Normalmente los fibroblastos contaminan los cultivos por lo que es necesario 
eliminarlos para obtener una expansi6n de mioblastos adecuada. En el momento de realizar 
el primer pase, y, despu6s de neutralizar con tripsina, las celulas cultivadas se mantienen 
en el incubador durante 30 minutos. Este periodo de tiempo es suficiente para que los 
fibroblastos sedimenten mientras que la mayoria de los mioblastos (mas pequeflos) 
permanecen en suspensi6n. Se recoge el sobrenadante celular y se transfiere a nuevos 
frascos de cultivo. La pureza de las celulas mioblasticas se valora por citometria de flujo 
con un anticuerpo anti-CD56 humano y tinci6n de desmina intracelular. Las muestras con 
una pureza de mioblastos inferior al 50% se someten a un procedimiento de 
enriquecimiento celular. Para ello, en el momento del segundo pase, despues de cosechar 
las c61ulas y antes de resembrarlas, estas se marcan con un anticuerpo de raton anti-CD56 
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humano al que se han unido unas microesferas magn&icas. Mediante una selecci6n 
positiva realizada con un clasificador celular magn6tico se tienen poblaciones ceMares 
altamente enriquecidas de mioblastos progenitores de cdlulas musculares que expresan 
CD56 y desmina en mis del 90% de las c61ulas. 
5 Habitualmente, para obtener la cantidad final de celulas necesaria se deben realizar 

varios pases. En general, al cabo de unas 3 semanas, se obtienen m£s de 200 millones de 
celulas. Este niimero puede escalarse mediante pases en un sistema de cultivo multicadena. 

1 .5 Aislamiento de c61ulas para el banco personalizado 

10 Para cada paciente, durante el proceso de cultivo celular pueden aislarse algunas 

celulas que serian congeladas. A partir de esas celulas almacenadas pueden expandirse 
nuevos cultivos celulares, para realizar inyecciones intramioc&rdicas repetidas peri6dicas 
(evitando asf el tener que repetir nuevas biopsias). En el momento del segundo pase, 
algunas muestras de celulas positivas para CD56 altamente enriquecidas se criopreservan 

15 utilizando 5% de DMSO, se someten a una congelation programada y finalmente se 
almacenan en nitrogeno liquido. La concentration celular sera de 25 a 50 millones de 
celulas por ml. Cuando sea necesario, las celulas se descongelan y se cultivan en medio de 
mioblastos para su posterior utilization (implante percutaneo) una vez se haya realizado la 
expansi6n ex vivo. 

20 

1.6 Medio de invecci6n 

El dia del trasplante celular, se cosechan las c61ulas y se lavan en medio de 
inyeccion (albiimina humana 0,5% y medio de cultivo completo) y se mantienen en hielo 
antes del implante. Por citometria de flujo se valora la tasa final de pureza de los 
25 mioblastos. Mediante un cit6metro de Malassez (mediante tincion con trip£n blue) se 
determina la concentration celular y su viabilidad. Asimismo, antes del implante, se valora 
la esterilidad del cultivo celular (test de Gram). 

1 .7 Procedimiento de implante celular 

30 El implante celular puede realizarse mediante una administraci6n epic&rdica o 

endovascular. La administracion epic&rdica puede realizarse bien por exposici6n quinirgica 
convencional o bien por toracoscopia. En la aproximaci6n quinirgica (toraco/estemotonua 
cldsica o mini) el &rea isquemica queda bien expuesta permitiendo realizar alrededor de 10 




inyecciones de suspensi6n celular en la zona infartada y mayoritariamente en la zona que 
la circunda. Para este prop6sito se utiliza una aguja curvada de 23 a 26 G x 4 cm. La 
densidad celular recomendada estd comprendida entre 50 y 70 millones de celulas/ml. La 
inyecci6n se realiza lentamente, durante aproximadamente 15 minutos. Despues de cada 
inyecci6n los orificios de la aguja deberan bloquearse mediante presi6n dactilar (1 a 2 
minutos) para evitar que haya una regurgitation de la suspension celular. 
Protocolo de implante de los mioblastos: 

- implante de, al menos, 20 millones de celulas por ml, preferentemente, 
unos 200 millones de c61ulas por ml 

- densidad celular: 50 a 70 millones de celulas por ml 

- tiempo de cultivo: aproximadamente 21 dias 
concentration de mioblastos: superior a 70% 

- vida media celular a 2-8°C: 96 horas. 




REIVINDICACIONES 



1. Un medio de cultivo autologo de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas 
que comprende: 

a) entre 0,1% y 90% en peso de suero humano autologo; 

b) entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de heparina; 

c) entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de protamina; y 

d) un medio de cultivo con nutrientes basicos con o sin glutamina, en cantidad 
suficiente hasta el 100% en peso. 

2. Medio de cultivo segun la reivindicaci6n 1, en el que dicho suero aut61ogo 
humano ha sido sometido a un tratamiento con el fin de inactivar el complemento. 

3. Medio de cultivo segun la reivindicacion 1, en el que dicho suero aut61ogo 
humano ha sido obtenido a partir de muestras sangumeas del paciente. 

4. Medio de cultivo segun la reivindicacion 1, en el que dicho suero aut61ogo 
humano ha sido obtenido mediante la realizacion de una plasmaferesis al paciente donante 
de dicho suero. 

5. Medio de cultivo segun la reivindicacion 4, en el que dicha plasmaferesis se 
realiza utilizando heparina como anticoagulante y sulfato de protamina para revertir la 
anticoagulation. 

6. Medio de cultivo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que 
comprende, adem&s, un antibi6tico. 

7. Medio de cultivo segun la reivindicacion 6, en el que dicho antibiotico se 
selecciona entre penicilina, estreptomicina, gentamicina y sus mezclas. 

8. Medio de cultivo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que 
comprende, ademas, anfotericina B y/o un factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF). 
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9. Medio de cultivo segun la reivindicaci6n 1, que comprende: 

89% de medio HAM-F12; 

10% de suero humano autologo del paciente; 

heparina 0,1 a 100 Ul/ml; 

protamina 0,1 a 100 Ul/ml; y 

1% de penicilina/estreptomicina y, opcionalmente, 

0,25 mg/ml de anfotericina B y/o 

0,1 a 250 pg/ml de bFGF recombinants 

9. Un m6todo para la preparaci6n de un medio de cultivo autologo de c&ulas 
madre-progenitoras autologas humanas, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que 
comprende la mezcla de suero humano autologo, heparina, protamina, nutrientes basicos 
con o sin glutamina, junto con, opcionalmente, antibioticos, y/o anfotericina B y/o un 
factor de crecimiento de fibroblastos. 

10. Metodo segun la reivindicaci6n 9, en el que dicho suero aut61ogo humano ha 
sido obtenido por plasmaferesis. 

11. Empleo de un medio de cultivo autologo de c61ulas madre-progenitoras 
autologas humanas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para el cultivo in vitro, 
purificacion y expansi6n de celulas madre-progenitoras autologas humanas. 

12. Un metodo para la preparation de una composition de celulas madre- 
progenitoras autologas humanas, que comprende incubar dichas c61ulas madre- 
progenitoras aut61ogas humanas en un medio de cultivo autologo de celulas madre- 
progenitoras autologas humanas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y purificar 
las celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas obtenidas. 

13. Metodo segun la reivindicacion 12, en el que la purificaci6n de las celulas 
madre-progenitoras autologas humanas obtenidas se realiza mediante el empleo de 
anticuerpos especificos y selectivos para dichas celulas madre-progenitoras aut61ogas 
humanas, que permiten la identificaci6n de antfgenos extracelulares caracteristicos de 
dichas c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas. 
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14. M6todo segun la reivindicaci6n 13, en el que dichos anticuerpos especfficos y 
selectivos para dichas celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas estan unidos a 
microesferas magneticas. 



15. Un metodo para la obtenci6n de c61ulas madre-progenitoras musculares 
autologas humanas, utiles para su empleo en terapia celular, que comprende incubar dichas 
celulas madre-progenitoras musculares autdlogas humanas en un medio de cultivo 
autologo de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8, y purificar las celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas obtenidas. 



16. Metodo segun la reivindicaci6n 15, en el que la purificaci6n de las celulas 
madre-progenitoras musculares autologas humanas comprende el empleo de anticuerpos 
anti-CD56 humano, opcionalmente, unidos a microesferas magneticas, y la selecci6n de las 
celulas que manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-. 

17. Metodo segun la reivindicacidn 15, en el que la purification de las celulas 
madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas comprende someter al cultivo celular a 
un paso de pre-siembra con el fin de sedimentar la totalidad o parte de los fibroblastos 
presentes en dicho cultivo celular y, posteriormente, identificar y separar las celulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas mediante el empleo de anticuerpos anti-CD56 
humano, opcionalmente, unidos a microesferas magneticas, y la seleccion de las c61ulas 
que manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-. 

18. Un procedimiento para la obtenci6n de celulas madre-progenitoras musculares 
autdlogas humanas, a partir de una biopsia de tejido muscular, para la preparaci6n de una 
composition farmaceutica, que comprende: 



a) la realizacidn de una biopsia en un paciente objeto del posterior implante 

de celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas para 
extraer un fragmento de tejido de musculo esqueletico que comprende 
c61ulas madre-progenitoras musculares autdlogas humanas; 
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b) el cultivo de dichas c&ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas procedentes del musculo esqueletico en un medio de cultivo 
aut61ogo de c61ulas madre-progenitoras autologas segtin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8, bajo condiciones que permiten la expansi6n de 
dichas celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas 
cultivadas; 

c) la purificacion de dichas celulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas cultivadas; y 

d) la recoleccion de dichas cSlulas madre-progenitoras musculares autdlogas 
humanas purificadas; y, opcionalmente, 

e) la congelaci6n de dichas celulas madre-progenitoras musculares 
autologas humanas purificadas hasta la preparation de dicha composicion 
farmaceutica. 

19. Procedimiento segun la reivindicaci6n 18, que comprende la administraci6n 
local al paciente, en la zona de la biopsia, antes de realizarla, de una composicion 
farmaceutica que comprende un agente farmacol6gico que estimula la proliferaci6n de las 
celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas. 

20. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que dicho agente farmacologico 
comprende un anest6sico local, seleccionado entre lidocafna y bupivacaina. 

21. Metodo segun la reivindicaci6n 18, en el que la purificacion de las celulas 
madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas comprende someter al cultivo celular a 
un paso de pre-siembra para sedimentar la totalidad o parte de los fibroblastos presentes en 
dicho cultivo celular y, posterionnente, identificar y separar las c61ulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas humanas mediante el empleo de anticuerpos anti-CD56 humano, 
opcionalmente, unidos a microesferas magnSticas, y la selecci6n de las celulas que 
manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-. 




22. Composition enriquecida en celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas que comprende, al menos, un 70% de dichas c<§lulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas humanas. 

5 

23. Composici6n farmaceutica que comprende, al menos, 20 millones de celulas 
por ml, con una densidad celular de, al menos, 50 millones de celulas/ml y, al menos, 40% 
de celulas madre-progenitoras autologas CD56+/CD45-, medio de cultivo aut61ogo de 
celulas madre-progenitoras autologas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y, al 

10 menos, un excipiente farmaceuticamente aceptable. 

24. Composici6n farmaceutica segun la reivindicacion 23, que comprende entre 20 
y 200 millones de celulas por ml, con una densidad celular comprendida entre 50 y 70 
millones de celulas/ml y, una pureza de celulas madre-progenitoras autologas 

15 CD56+/CD45-, medio de cultivo aut61ogo de c61ulas madre-progenitoras autologas segun 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y, albumina humana en una cantidad comprendida 
entre 0,1% y 20% en peso respecto al total. 

25. Un procedimiento terapeutico de cardiomioplastia celular autologa para crear, 
20 regenerar y reparar tejido miocardico disfuncional mediante el implante de una 

composici6n farmaceutica que comprende c61ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas, regeneradoras de tejido cardiaco, expandidas y mantenidas ex vivo en 
un medio de cultivo autologo; comprendiendo dicho procedimiento recoger ima muestra de 
material procedente del cuerpo del paciente objeto del implante posterior que comprende 
25 celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas, expandir dichas celulas 
mediante cultivo en un medio de cultivo autologo de celulas madre-progenitoras aut61ogas 
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, e implantar las celulas madre-progenitoras 
autdlogas humanas recolectadas en el paciente al que previamente se le habia extrafdo 
dicho material conteniendo las celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas. 

30 

26. Un procedimiento terapeutico de cardiomioplastia celular autologa para crear, 
regenerar y reparar tejido miocardico disfuncional mediante el implante de una 
composici6n farmaceutica que comprende celulas madre-progenitoras musculares 
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autologas humanas, regeneradoras de tejido cardiaco, expandidas y mantenidas ex vivo en 
un medio de cultivo autologo; y donde dicho procedimiento comprende los siguientes 
pasos: 



d) 



un 



a) la toma al paciente de una biopsia de musculo esqueletico tomada de 
musculo, preferentemente, preacondicionado mediante una inyecci6n 
intramuscular de un anestesico local; 

b) la preparation de un medio de cultivo de las celulas madre-progenitoras 
aut61ogas humanas, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, a 
partir de suero aut61ogo del paciente; 

c) la preparaci6n de una composicidn emiquecida de c61ulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas a partir de la biopsia de a) y 
del medio de cultivo de b); 



la preparaci6n de una composition farmac6utica a partir de la 
composici6n de c); y 



e) el implante de la composici6n farmaceutica de celulas madre- 

progenitoras aut61ogas humanas de d) en lesiones miocardicas. 

27. Procedimiento segun la reivindicacidn 26, en el que el implante de dicha 
composici6n de celulas madre-progenitoras autologas humanas se realiza mediante 
inyeccion directa en la regidn periferica a la cicatriz del infarto o por inyeccidn en los 
espacios intercoronarios de ambos ventriculos. 



28. Procedimiento segun la reivindicacion 26, en el que el implante de dicha 
composici6n de celulas madre-progenitoras autdlogas humanas se realiza mediante 
administracion sistemica o intracoronaria mediante acceso venoso percutaneo. 




29 



29. Procedimiento segun la reivindicacidn 26, en el que el implante de dicha 
composition de celulas madre-progenitoras autologas humanas se realiza mediante un 
sistema robotizado y computerizado. 
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RESUMEN 

MEDIO DE CULTIVO DE CELULAS MADRE-PRO GENITORAS AUT6LOGAS 
HUMAN AS Y SUS APLICACIONES 

El medio de cultivo aut61ogo de celulas madre-progenitoras autologas humanas 
5 comprende: entre 0,1% y 90% en peso de suero humaao aut61ogo; entre 0,1 y 10.000 
Ul/ml de heparina; entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de protamina; y un medio de cultivo con 
nutrientes basicos con o sin glutamina, en cantidad suficiente hasta el 100% en peso, y es 
util para cultivar y expandir celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas. 
Composiciones conteniendo dichas celulas pueden ser implantadas en el paciente mediante 
10 un procedimiento de cardiomioplastia celular autologa para crear, regenerar y reparar tejido 
miocardico disfuncional. 
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